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Cholesta.sc wordt gedefinieercl als een verstoring in de vorming of afuoer van gal door de lever. Dit
leidt tot biochemische n morfologische veranderingen i  dit orgaan, waardoor galcomponenten zich
zullen oplropcn in het bloed. Dit laat-ste wordt in de kliniek gebruikt om verstoring ran de galvorming
te diagnostiseren. Door de ophoping van geconjugeerd bilirubine in het bloed vertonen cholestatische
patienten vaak geelzucht.
De oorzaken dic ten grondslag liggen aan de ontwikkeling van cholestase in patienten zljn zeer
versclillend. Obstructie van de galafuoer kan worden veroorzaakt door afsluiting van de galwegen
cloor een galsteen of een tumor. Er zijn een groot aantal geneesmiddelen die de laatste jaren zijn
geidentlficeerd als potentr'ele veroozakers ran geelzucht. Een aantal everziekten gaat vaak samen met
cholestase cn bij crnstigc sepsis kan ook cholestase en geelzucht ontstaan. Verder zijn er een aantal
aangcboren alwijkingen in galvorming bekend, die variêren van defecten in de synthese lan galzouten
uit cholesterol, tot afoezig zijn of slecht Íirnctioneren van belangrijke eiwitten die een rol spelen in de
galvorming. Ondanks toegenomen kennis is het in een klinische situatie laak erg moeilijk om de
primaire oozaken in dc ontwikkeling van het cholestatische proces aan te wijzen. Er kan een vicieue
cirkel ontstaan, waadrr de accumulatie van substraten en toxische metabolieten i  de lever schade
veroorzaakt aan levercellen, wat aanleiding geeft tot ontstekingsreacties n effecten op
transporteiwitten die betrokken zijn bi1 de galvorming. Voor sommige aangeboren afoijkingen zal
binnenkort mutatie-analyse terbeschikking komen. In alle andere gevallen moet diagnose gebaseerd
worclcn op lever-histologische veranderingen en analyse van de bloedsamenstelling. DÍfferentiële
diagnose bliift daarom erg moeizaam en behandeling kan alleen worden gericht op
symptoombestrijding zolang primaire oorzakcn iet te achterhalen zÍjn.
ln ecrr dicr-expcrimentcle situatie wordt cholestase altijd gedefinieerd op basis van verlaging van de
galproductie, een parameter die in patiënten meestal niet kan worden bepaald. In dit proefschrift
worclt de relatie gelegd iussen galvorming, zoals deze gemeten wordt in verschillende pathologi.sche
proefdier-modellen,  cholestatische parameters, die in het bloed worden bepaald. De toegenomen
ke nrrrs ten alnT.ien van membraan-gebonden transponeiwitten die in de lever een rol spelen in het
proccs van galvorming, verschaft de mogelijkheid on ook de regulatie ran deze eiwitten onder
cholestatische conclitie.s te intesreren in deze studies.
Ecn bekende stof dic cholestasc kan veroorzaken i de mens en proefdiermodellen is het wouwelijk
hormoon oestrogeen. Er is een groep \rouwen die cholestase ontwikkek:n tijdens de zwangerschap of
tijclens het gcbruik van oestrogeen belattende anticonceptie-middelen. Over het mechanisme '"an dit
type cholestase isnog weinig bekend. !íanneer het synthetisch oestrogeen ethinyl-estradiol (EE) aan
ratten w()rdt oegedicncl (5m/kg, 3 dagen; neemt de galproductie zeer snel af, terwijl op dat moment
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nog geen veranderingen in het bloed kunnen worden aangetoond. Hoofdstuk 2 behandelt de
betrokkenheid van het membraangebonden transponeiwit mrp2, dat een rol speelt in de gal-
uitscheiding van organische anionen zoals geconjugeerd bilirubine, in de ontwikkeling van EE-
geassocieerde cholestase. Als rnodel hiervoor wordt de mut'ante GYrTR'rat gcbmikt. Door een mutatic
bezit deze rat geen m4l2 trarrsporteiwit n de lever. Toediening lzn ethinyl-estradiol geeft eenzclÍde
verlaging in de galproductie in deze mutante, mrp2 deficiënte ratten, als ook bereikt wordt in EE-
behandelde normale ratten. llieruit kan geconcludeerd worden dat vcranderirrgen i  mrp2 niet de
t
belangrijkste oorzaakzijn van dit type cholestase.
Zoals de meeste vormen cholestase is ethinyl-estradiol cholestase multilactorieel. Naast de sterke
verlaging ran het deel van de galproductie dat niet afhankelijk is van de uitscheiding van galzouten in
de gal, is ook de uitscheiding van galzouten zelf veranderd na toediening van het oestrog,een. Van dc
twee belangrijkstc biosynthetische routes die cholesterol in de lever omzetten in galzoutcn, de
neutrale en de "zure" of alternatieve route, worclt cle z.g.n. neutrale routc geremd cloor cthinyl-
estradiol en de alternatieve route niet. Dit werd aangetoond in levers, gei.soleerd uit behancleldc
ratten, op zowel activiteitsniveau, ais ook op r"riveau van het coderende matcriaal, het RNA. Deze
resultaten werden echter niet weerspiegeld Mnneer in uiuo de galvorming werd bestLrclcerd. Dit
laatste wordt waarschijnlijk lerclorzaerkt doortlat de galzclutsynthese voor ecn gr()ot deel wcrrdt
overgenomen door de alternatieve route en doordat gelijktildig ook andere enzvmen vcrderop in de
route beihvloedt zijn door het oestrogeen zoals aangetoond in hoofclstuk 3. Deze bevindingen tonen
mede het belang aan van het combineren van Segevens over genexprcssie met de daadrverkelljke
metabole veranderingen.
llet belang lan het relateren van veranderingen in galproductie en bloedsamenstelling aan
veranderingen in transporteractiviteit, hoeveelheden transporters in de lerermcmbraan cn
gentranscriptie, kan worden geillustreerd a^n cle hancl !?n de regLrlatic van het
galzouttransporterencle eiwit, ntcp. In de hootdstukken 6 tm 8 is de reg,ulatie van ntcp bestudeerd in
verschillende modellen.
Ntcp i.s een Na--afuankelijk eiwit dat in de lever betrokken is bil de opname van galzouten vanLrit hct
bloed. Omdat galzouten in principe toxisch zijn voor cellen, is het van belang dat de conccntratie van
galzouten in de lcver laag gehouden wordt, Een belangrijk mechanisme voor dc lcvercel is het
reduceren van de opname van galzouten, als deze niet meer voldoende kunnen worden uitgescheiden
lanuit de lever naar de gal zoals het gelal is tiydens cholestase. Het gen dat codeert voor ntcp bevat
een galzoutresponsief element, waardoor het gen adequaat kan reageren op hoge concentraties
galzouten. ln alle tot nu toe bekende cholestatische modellen wordt een verlaging van de hoeveelhcid
ntcp in de lever gevonden, wat hoofdzakelijk wordt veroorzaakt door verlaagde transcriptic van het
coderend gen. ln hoofdstuk 6 wordt aangetoond at deze rcgulatie niet plaats vindt tijdens
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fiisiologische f'luctuaties in de galzoutconcentratie in het bloed en tiidens fluctuaties in de stroom van
galzouten door de lever onder nietcholestatische condities. Dit geeft aan dzt relatief hoge
galzoutconcentratics noodzakelijk zijn voor het naar beneden reguleren r\n ntcp.
Simon en medewerkers hebben gespeculeerd at afname van ntcp-niveau's in de lever een primaire
gebeurtenis i  in de verhoging van galzouten in het bloedcompartiment en in de afname lan de
galproductie in cholestase veroonaakr door EE. In onze studies, waarbij een lagere dosis lzn het
oestr(Eeen worclt gebnrikt, vinden we echter geen veranderingen i galzoutconcentraties n het
bloed, maar wel een afname van ntcp-niveau's en een verlaging van de galproductie.
In muizen waarin het mdr2 gen is uitgeschakeld, waardoor deze muizen geen lipiden meer kunnen
uitscheiden i  de gal, is de galproductie niet verlaagd en deze muizen zijn per definitie dan ook niet
cholcstatisch. Echter in het bloed zijn de galzoutconcentraties sterk verhoogd. In hoofdstuk 6 wordt
aangetoond dat ntcp-activiteit, bepaald in vitro, en ntcp-niveau's in de lever lan deze muDen verlaagd
zijn. Dit is echtcr niet gcreguleerd op genexpressieniveau zoals in cholestatische modellen. Wanneer
het systeem onder druk wordt gezet in deze mrpZ deficiënte muizen door cholesterol toe te voegen
aan het voer, neemt de galzoutsynthese toe en ontwikkelen deze muizen hiperbilirubinemie en gaan
ook g,alzoutconccntraties in het bloed zeer sterk omhooog, De galproductie wordt echter niet
beihvloed. Ililimbine is onder deze condities, in tegenstelling tot in cholestatische situaties,
voornamelijk ongeconjugeerd. Dit zou veroorzaakï kunnen worden door de toxische effecten lzn
hoge galzoutconcentraties op rode bloedcellen, leidend tot toename van de hemog,lobine-afbraak. De
bevindingen ln dit experiment onc'lerschrijven dat in situaties, waarin galzout en bilirubine-
concentraties in het bloed ziin toegenomen en ntcp niveau's in de lever zijn afgenomen, er niet
noodzakelijkerwijs sprakc hoefi te zijn van een gereduceerde g,alproductie door de lever.
De bcr,inding dat ntcp is down-gereguleerd in EElrchandelde ratten maakt het verhaal nog complexer.
Met ons behandelings-schcrna werd geen "cholestatisch" effect rzn het oestrogeen op de
bloedsamenstelling gevonden. De galproductie was echter sterk verlaagd, De betrokkenheid ran
galzouten in het bloed in de EE-geinduceerde down-regulatie van ntcp werd getest in een model
waarirr geen galzouten lznuit de dann terugkeren aar de lever. In deze zogenaamde gal-afgeleide rat,
wordt de gal buiten het lichaam afgeleid waardoor in het poortaderbloed geen galzouten aanwezig
zijn. Ntcp niveau's in dc lever werden niet door het afleiden van de gal beihvloed, maar wanneer deze
ratten werdcn behandeld nlet EE werd een down-regulatie g vonden die zelfs sterker was dan in EE-
behandelde controle -ratten, Deze resultaten tonen aan dat in dit geval, niet de galzoutconcentratie in
het hktcd, noch galzoutconcentratie in de lever van belang zijn. In tegenstelling tot andere modellen
liikt het oestrogecn zelf, of de afname in galproductie, ntcp te bernvloeden. De down-regulatie lzn
ntcp in dit model lijkt echter niet de belangrijkste gebeurtenis te zrjn in de ontwikkeling rzn de
chole-stasc, omdat de Lritschciding van galzouten in de gal nauwelijks i beihvloec .
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Een ander voorbeeld va.n ntcp down-regulatie in een niet-cholestatisch model wordt gevonden in
fenochelatase-deficiënte muizen (-roofdstuk 7). Deze muizen hebben zelfs een toegenomen
galproductie en galzoutuitscheiding, terwijl tegelijkertijd galzouten in het bloed extreem hoog zijn. In
de levers yan deze muizen werd een zeer uitgesproken down-regulatie lan ntcp gevonden. De
toegenomen galzoutuitscheiding via de gal in de darm gaf echter geen aanleiding tot een toegenomen
galzouwerlies via de faeces. Omdat de darm-galzouttransporter (ibat) omhoog gereguleerd is in de
darm yan deze muizen, zal er een toegenomen enterohepatische circulatie (circulatie tussen de lever
en de darm) ziin van galzouten. De aanwezigheid lan deze transponer in galgang-epitheelcellen
draagt,ia een intrahepatische circulatie lan galzouten, bif aan de zeer hoge galzoutconcentraties in
het bloed.
Het ondezoek beschreven in dit proefschrift benadrukt dat cholestase en proces is waarin meerdere
factoren tegelijkertild een rol kunnen spelen. Belangnjk voor de klinische praktilk is, dat verhoogde
galzour en bilirubineconcentraties in het bloed niet altiid een indicatie zijn voor een verstoorde
galproductie. In dit proefschrift wordt aangetoond, at zowel een onveranderde bloedsamenstelling
en een verlaagde galstrooom, als sterk toegenomen cholestatische parameters in het bloed met een
onveranderde galproductie kunnen voorkomen. In de afgelopen jaren heeft de klonering van een
toegenomen aantal eiwitten, betrokken in hepatobiliair transport, de kennis van het proces !"n
galvorming en verstoringen hierin doen toenemen, Dit heeft geleid tot de mogelijkheid mutaties te
onthullen, die verantwoordelijk zifn voor een aantal aangeboren cholestatische afrwiikingen. Diagnose
en behandeling in deze patiënten kunnen in de nabije toekomst gerichter plaats vinden. Voor een
beter begrip ten aanzien lan cholestatische syndromen die nog niet direct gediagnostiseerd kunnen
worden, moet de kennis betreffende transponeiwitten in de lever en hun regulatie onder
cholestatische condities gecombineerd worden met de werkelijke ffecten op galvorming, Zowel de
effecten %n potentiële cholestase-inducerende middelen, als mogelijke behandelingsmethodes zullen
op deze wiize getest moeten worden, In een tijd waarin moleculair biologische technieken in
toenemende mate worden ontwikkeld en toegepast, is het belangrijk de feitelilke effecten op de
fysiologie niet uit het oog te verliezen.
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